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OZET

KONJONKTIVITLi OLGULARDA ADENOVIRUS SIKLIGININ ARASTIRILMASI

Adenoviruslar, hemen hemen tiim yas gruplarinda iist ve alt solunum yolu (AST) enfeksiyonu, konjonktivit,
keratokonjonktivit, hemorajik sistit ve gastroenterit gibi cesitli hastaliklara neden olan zarfsiz DNA viruslaridir. Virusun
patojenitesi virus genotipine gore degiskenlik gdstermektedir. Ozellikle yenidogan, cocuk ve bagisiklik sistemi
baskilanmis olan hastalarda daha ciddi, hatta bazen o6liimciil enfeksiyonlar ortaya g¢ikabilir. Okuler hADV (Human
Adenovirus) enfeksiyonlar1 ise epidemik keratokonjonktivit, faringokonjonktival ates ve non-spesifik folikiiler
konjonktivit gibi cesitli klinik goriinlime sahiptir. Konjonktivite sebep olan hADV genotipleri ise cografi dagilima gore
degiskenlik géstermektedir. Ulkemizde ise okuler adenovirus enfeksiyonlari ve genotip dagilimu ile ilgili oldukc¢a sinirh
veriler bulunmaktadir. Simdiye kadar da Mersin bélgesinde konjonktivitli olgularda hADV’lerin epidemiyolojik olarak
gosterilmesine yonelik bir calisma yapilmamistir. Calismada, Mersin Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi
Goz Poliklinigine gelen klinik olarak viral konjonktivit tanisi konulan hastalardan alinan konjonktival siirtntii
orneklerinde, hADV varliginin molekiiler olarak arastirilarak sikliginin belirlenmesi ve filogenetik analizi yapilarak
genotiplerinin belirlenmesi amagclandi.

Bunun icin Eylil 2014 - Aralik 2015 tarihleri arasinda adenoviral konjonktivit distiniilen 60 hastadan
konjonktival siirtintii 6rnegi alindi. Striintii 6rneklerinden High Pure Viral Nukleic Acid Kit (Roche Diagnostics Gmbit
Manheim, Almanya) ile DNA izolasyonunu takiben hADV DNA’sinin tespiti icin, hADV genomununun hekzogen bolgesini
hedefleyen spesifik primer dizileri kullanilarak PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) amplifikasyonu gergeklestirildi.
hADV genotiplerinin belirlenmesi i¢in ise hekzogen triinlerinin direkt DNA dizi analizi “ABI PRISM 3130XL Genetic
Analyzer” (Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD) cihazinda gerceklestirildi. Elde edilen hADV DNA dizilerinin
BLAST analiziyle genotiplendirilmesi yapildi ve belirlenen genotipler NCBI (National Center for Biotechnology
Information) referans hADV dizileri ile filogenetik olarak karsilastirildi.

Calisma sonunda toplam 60 ornekten 26’s1 (%43) hADV DNA pozitif bulundu. Toplam 5 hADV genotipi
belirlendi ve en sik goriilen hADV genotipi %58,3 oran ile hADV-8 olup, bunu hADV-53 (%16,7), hADV-4 (%16,7),
hADV-37 (%4,2) ve hADV-7 (%4,2) izlemektededir.

Sonug¢ olarak, calisma populasyonunda hekzogeni PZR1 ile belirlenen adenoviral konjuntivitin prevalansi
diinyanin diger bolgelerinde bildirilen prevalans oranina benzerdir. Calisma sonunda predominant genotip %58,3’liik
oran ile hADV-8 olarak belirlendi. Adenoviral konjonktivit asir1 bulasici olan bir hastalik oldugu icin tedavide temel
yaklasim bulasmay1 6nlemeye yonelik olmali ve kisisel hijyene dikkat edilmesine dikkat ¢ekilmistir. Elde ettigimiz bu
sonuglar konjuntivitli olgularda hADV genotiplerinin molekiiler epidemiyolojisine biiyiik katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Adenovirus, Konjonktivit, Epidemiyoloji, PZR, DNA Dizi Analizi, Prevalans, Genotip

Danisman: Do¢.Dr. Seda TEZCAN ULGER, Mersin Universitesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mersin.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ADENOVIRUS FLUCTUATION IN CONJUNCTIVITIS CASES

Human adenoviruses are non-enveloped DNA viruses causing various infections such as, upper and lower
respiratory tract infections, conjunctivitis, keratoconjunctivitis, hemorrhagiccystitis, andgastroenteritis. Their
pathogenicity varies dependent on virus species and type. Sometimes fatal infections may have been emerged especially
in newborns, children and immune compromised patients. Ocular hADV infections are sectioned epidemic
keratoconjunctivitis, faringokonjonktival fever and non-specific follicular conjunctivitis has various clinical
manifestations. hADV genotypes that cause conjunctivities vary according to geographical distribution. In our country,
there are very limited data on the ocular adenovirus infection and genotype distribution. Up to now, no study has been
conducted on the epidemiological demonstration of hADV in conjunctivitis in the Mersin region.

In the study, it was aimed to determine the genotypes of the conjunctival swab specimens taken from patients
diagnosed with viral conjunctivitis from Mersin University Health Research and Practice Hospital Eye Polyclinic by
molecular investigation of the presence of hADV and phylogenetic analysis.

A sample of 60 conjunctival swabs adenoviral conjunctivitis was taken between September 2014 and December
2015 for this. Polymerase Chain Reaction (PCR) amplification was performed using specific primer sequences targeting
the hexogen region of the hADV genome for the detection of hADV DNA following DNA isolation with the High Pure
Viral Nucleic Acid Kit (Roche Diagnostics Gmbit Manheim, Germany) from swab samples. For the identification of AdV
genotypes, direct DNA sequence analysis of the hexon gene products was performed on the "ABI PRISM 3130XL Genetic
Analyzer" (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The resulting hADV DNA sequences were genotyped by BLAST
analysis and the determined genotypes were phylogenetically compared to NCBI (National Center for Biotechnology
Information) reference hADV sequences.

At the end of the study, 26 (43%) of 60 samples were positive for hADV DNA. A total of 5 hADV genotypes were
identified and the most frequent hADV genotype was hADV-8 with a rate of 58,3%, which was followed by hADV-53
(16,7%), hADV-4 (16,7%), hADV- 37 (4,2%) and hADV-7 (4,2%).

In conclusion, the prevalence of adenoviral conjunctivitis determined by hexon gene PCR in the study
population is similar to the prevalence rate reported in other parts of the world. At the end of the study, the
predominant genotype was determined as hADV-8 with a ratio of 58,3%. Because adenoviral conjunctivitis is a highly
contagious disease, the main approach in treatment should be to prevent contamination and to pay attention to
personal hygiene. These results will contribute greatly to the molecular epidemiology of hADV genotypes in
conjunctival cases.

Keywords: Adenoviruses, Conjunctivitis, Epidemiology, PCR, DNA Sequencing, Prevalance, Genotype

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Seda TEZCAN ULGER, Mersin University, Department of Medical Microbiology, Mersin-
TURKEY.
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Aslihan Bekci, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

1. GIRiS

Adenoviruslar, Adenoviridae ailesinde Mastadenovirus cinsine ait ikozahedral simetrili,
zarfsiz, ¢ift-zincirli DNA viruslaridir [1]. Adenoviruslar yedi alt grupta (A-G) incelenir [2] ve
ortak antijenik determinanta sahip 50'den fazla genotipinin oldugu bilinmektedir [3, 4]. Tim
yas gruplarinda tst ve alt solunum yolu enfeksiyonu, konjonktivit, keratokonjonktivit,
hemorajik sistit, hepatit, miyokardit ve gastroenterit gibi bir dizi hastaliga neden olabilmektedir
[3]. Ozellikle yenidogan, cocuk ve bagisiklik sistemi baskilanmis olan hastalarda daha ciddi,
hatta bazen oltimciil enfeksiyonlar ortaya cikabilmektedir [2].

Adenoviruslar, diinya genelindeki tiim konjonktivit olgularinin %15-70’ini temsil ederek
konjonktivitin 6nemli nedenlerinden biri olmustur [5]. Okuler adenoviral enfeksiyonun en
yaygin bulgusu epidemik keratokonjonktivit (EKC) ve bunu takip eden faringokonjonktival
atestir [3]. Adenovirus genotiplerinin yaklasik 1/3’tinlin, adenoviral goz infeksiyonlarinin
yaygin formlari ile iliskili oldugu belirtilmektedir. Adenovirus 8, 19 ve 37 genotipleri siklikla
EKC ile iligkili olup, hADV-2, -3, -4, -5, -7, -10, -11, -21, -22, -29 ve -34 gibi diger genotipler de bu
hastalik ile iliskilidir [4]. Faringokonjonktival ates, genel olarak, cocuklar1 etkileyen ve
genotipleri hADV-3 ve -7 olan bir hastalik iken; spesifik olmayan folikiiler konjonktivit en yaygin
olarak genotip 1-11, -15, -16, -17, -19, -20 ve -22 ile iliskili bulunmustur [5]. Bu klinik formlarin
disinda daha ¢ok Coxackievirus ve Enterovirus'un; daha az siklikta hADV tip 11’ in sebep oldugu
akut hemorajik konjonktivit (AHK) bulunmaktadir. AHK, ¢ok bulasici olan ve salginlara sebep
olan konjonktivit ¢esididir [6].

Adenoviruslar ozellikle sonbahar ve kis aylarinda konjonktivit olgularinin %20’sinden
sorumlu tutulmaktadir [7]. Tasinma sekli esas olarak ellerin géze temasi, okuler sekresyonlar,
solunum damlaciklari ve oftalmik bakim hizmeti verenler ve onlarin kullandig1 tibbi aletler yolu
ile olmaktadir. Adenoviral konjonktivit bifazik bir hastalik olup, virusun yayilmaya basladig
enfeksiyonun baslangicindaki infektif fazi takiben 7-10 giin sonra baslayan inflamatuvar faz ile
devam etmektedir. Hasta 2-3 haftaya kadar enfeksiy6z kalmaktadir [3].

Adenoviral konjonktivit tanisi genellikle klinige dayalhdir [7]. Laboratuvar tanida, viral
kiiltiir, antijen tespiti, seroloji ve niikleik asit tespiti gibi cesitli yontemler kullanilabilmektedir.
Niikleik asit tespiti diger virolojik yontemlerden daha duyarl olup ve canli virusun bulunmasina
ve Kkiiltiirde yaklasik olarak enfekte olan hiicre sayisina bagh degildir. Bu sebeple, polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR), viral konjuntivitilerin tanisi i¢in “altin standart” olarak kabul edilmistir
[4].

Adenoviruslar konjonktivitin en yaygin nedeni olup, olgularda hADV siklig1 ve genotip
dagilimi virusun cografi dagilimina gore degiskenlik gostermektedir. Calismada, Mersin

Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi G6z Hastaliklar1 Poliklinigine basvuran
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ve klinik olarak viral konjonktivit tanist konulan hastalardan alinan konjonktival strinti
orneklerinde, hADV varliginin molekiiler olarak arastirilarak sikliginin belirlenmesi

amaclanmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Tarihge

Cocuklarda solunum yolu enfeksiyon etkenleri arastirildifi déonem 1950’li yillarda
baslamistir [9]. Rowe ve arkadaslar1 1953 yilinda, adenoid dokudan hiicre kiiltiirii hazirlamis
ve hADV’leri ilk kez izole etmislerdir. ikinci olarak Hilleman ve Werner 1954’te, bir askeri
birlikte solunum sistemi hastaligi olan askerlerden adenovirusu izole etmislerdir. Daha sonra bu
iki virus birbirleri ile iliskili bulunmustur [10]. Enders 1956 yilinda, adenoid dokudan elde
edilen bu virusa adenovirus ismini O6nermis ve kabul edilmistir [11]. Daha ¢ok goz
enfeksiyonlar1 arastirmalar1 sirasinda 1950’lerin sonuna kadar 24 adenovirus genotipi

belirlenmistir [9].

2.2. Smiflandirma

Adenoviridae ailesi; Mastadenovirus, Aviadenovirus, Atadenovirus, Siadenovirus olarak 4
cinse ayrilir. Adenoviruslar, Adenoviridae ailesi Mastadenovirus cinsinde yer almaktadir.
Mastadenovirus cinsi, latince ‘mastos’ (meme) kelimesinden tliremistir. Mastadenovirus,
Aviadenovirus cinsinde bulunanlar insanlarinda iginde bulundugu memeliler ve kuslarda
goriilmektedir. Atadenovirus cinsi genomunda ytliksek oranda adenin ve timin igerdigi icin bu
sekilde adlandirilmistir. Siadenovirus cinsi ise sialidaz homolog geni olarak varsayilan genin
tanimlanmasi ile bu adi almistir [12]. Atadenovirus ve Siadenovirus cinsinde bulunanlar
sliriingenler ve gevis getirenler de dahil olmak iizere daha genis c¢apta konakta bulunma
ozelligindedirler [13].

Adenoviruslar yedi alt grupta (A-G) incelenir [2] ve ortak antijenik determinanta sahip
50'den fazla genotipinin oldugu bilinmektedir [3, 4]. Bu tiirlerin ayrimi; DNA yapisi, genom
biiyiikliigii, onkojenik 06zellikleri, hemagliitinasyon ve notralizasyon oOzelliklerine gore

yapilmistir [14].
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Tablo 2.1. Adenovirus genotipleri ve klinik enfeksiyonlarla iliskisi [15]

HAdV Genotip Enfeksiyon tiirleri

subgrup

A 12,18, 31 Sindirim, solunum, Uriner

B, tip 1 3,7,16,21 Keratokonjonktivit, sindirim,
solunum, tiriner

B, tip 2 11, 14, 34, 35 Sindirim, solunum, Uriner

C 1,2,56 Solunum yolu, sindirim iceren
hepatit, tiriner

D 8-10,13,15,17,19,20,22- Keratokonjonktivit, sindirim

30,32,33,36-39,42-49

E 4 Keratokonjonktivit, solunum

F 40,41 Sindirim

G 52 Sindirim

2.3. Adenovirusun Genomik Yapisi

Adenoviruslar, insan dokulariin cesitli bolgelerinde enfeksiyona neden olan zarfsiz, ¢ift
sarmalli DNA viruslaridir. Adenoviruslarin ¢apt 65-80 nm arasinda degismektedir.
Adenoviruslar, 252 kapsomerden olusan bir protein kapsid, DNA viral genomu 26-46 kilobaz
[kb] uzunlugunda ve 23-46 protein kodlama genleri bulunan bir niikleoprotein cekirdek ve
internal proteinlerden olusmaktadir. Kapsid, yiizeyinde 240 hekzon bilesenleri ve koselerde 12
penton bilesenlerinden olusan ikozahedral bir simetriye sahiptir [14].

Ikozahedral kapsid toplam 20 eskenar iiggenden olusmaktadir. Hekzonlar eskenar
ticgenlerin ylizeylerini olusturlar, pentonlar ise koselerde yerlesmis halde bulunmaktadir [14].
Hekzonlarin insan adenoviruslarinda ortak olan antijenik yapilari bulunmaktadir. Penton
kapsomerleri ise tipe 6zgul antijeniteyi verir ve virusun hiicre kiltiiriinde olusturdugu erken
sitopatik etkiye sahiptir [16]. Pentonlarin her birinde birer adet penton bazi ve bu baza bagh
birer uzanti halinde fiber yapi1 bulunur. Fiber antijeninin uzunlugu tiplere gore farklilik
gostermektedir [15]. Fiber ve penton bazi birlikte konak hiicreleri ile viral kapsid arasindaki

etkilesimden sorumlu tutulmaktadir [17].
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Sekil 2.1. Adenovirusun yapisi [18]

Adenoviruslarin toplamda, 11 virion proteini bulunmaktadir. Bunlar; II, II], II1a, IV, V, VI,
VII, VIII, IX, mu ve terminal proteinden olusmaktadir [18]. Bu proteinlerin yedisi kapsidde
bulunmaktadir. Bol miktarda hekzon proteini icermektedir ve polipeptit [I'den olusmaktadir. En
bol bulunan ikinci protein penton olup polipeptid IV ve polipeptidin IlI'ten olusmaktadir.
Penton bazi Illa’dan olusurken, hekzon bazi ise stabil bir yapi olusturmak icin VI, VIII ve IX
proteinlerinden destek almaktadir [19].

Diger 4 protein, viral kapsidin ¢evrelemekte oldugu kor yapisini olusturmaktadir. V, VII
ve mu kor yapisini olusturur ve DNA icin histon benzeri merkez olarak gorev almaktadir.
Polipeptid V kor ve kapsidini stabilize etmek icin pentona baglanabilmektedir. Terminal protein
viral DNA uglarina baglidir ve DNA replikasyonu icin primer olarak gorev yapmaktadir [19].
DNA viral genomu 26-46 kb uzunlugunda ve 23-46 arasi virion icererek virusa 6zgiil protein
kodlamaktadir [15]. Adenovirus genotip 2, 5 ve 7'nin tamamen, diger genotiplerin ise kismen
DNA dizilim verileri mevcuttur. Viral DNA replikasyonu oOncesinde genomun 5 farkh

bolgesinden erken mRNA’lar sentezlenir [19].



Aslihan Bekci, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

Tablo 2.2. Adenovirus genomu Uzerindeki farkli bolgeler, {iriinleri ve gorevleri [19]

Gen uriinii Gorevleri

Hiicresel transformasyon ve onkojeniteden sorumludur. Viral ve bazi

E1A konakel hiicre genleri i¢in transaktivator 6zelliktedir.

Viral gec mRNA transportunu saglar. Hiicresel mRNA'nin sitoplazmaya

E1B ulasmasini engellemede etkilidir.

E2A Replikasyon icin gerekli olan DNA-baglayici bir proteinin sentezinde gorev
almaktadir.

E2B DNA polimeraz sentezinde rol almaktadir.

E3 Makrofajlarda MHC polipeptidlerinin plazma zarina tasinmasinm 6nledigi
ve enfekte hiicreleri TNF tarafindan lizize karsi korumada etkilidir.

E4 Transformasyonda E1B iiriinleri ile birlikte rol almaktadir.

2.4. Adenovirusun Replikasyonu

Adenoviruslarin genotiplerine gore dokulara tropizmi farklihlk gdstermektedir [9].
Immiinoglobiilin iist ailesinin bir iiyesi olan ve polarize epitel hiicrelerine siki birlesme igin in
vivo olarak bulunan adenoviruslarin ¢ogu icin temel reseptor “coxsackie adenovirus reseptori”
(CAR) olarak adlandirilmistir. Genel olarak, A, C, E, F ve G tiirleri CAR reseptorleri ile etkilesime
girmektedir. B cinsine ait genotipler CD46 reseptorlerini kullanirken, D cinsine ait genotipler
siyalik asit reseptoérlerini kullanmaktadirlar [19].

Adenovirus kaynakli enfeksiyon, virusun hiicre yiizeyine 0zel bir reseptor araciligiyla
baglanmasi sonucu baslar. Penton baz, virus girisini stimiile eden yiizey proteini “av integrinler”
ile etkilesime girer ve endositoz yolu ile hiicreye girer [20]. Endozomun asidifikasyonu ile viral
kapsid yapisinda endozomal lizis olusur ve virionlar sitoplazma icine girerler. Viral proteazin
aktivitesi ile kapsid soyulma islemi gerceklesir ve adenovirus genomu mikrotiibiiller araciligiyla
niikleusa taginir. Niikleus icinde virus replikasyonu icin viral DNA pargalara ayrilir. Viral DNA
replikasyonu erken faz ve ge¢ faz olmak tizere iki fazdan olusmaktadir [19]. Erken fazda viral
DNA replikasyonu, ge¢ fazda ise viral kapsidin yapisal proteinlerinin ekspresyonu gerceklesir.
Erken faz, diger virus genlerini aktive eden, enfekte olmus hiicrelerin erken 6liimiinii engelleyen
ve DNA sentezi icin konak proteinlerinin ekspresyonunu degistiren diizenleyici protein olarak
ifade edilmistir [20]. Enfeksiyondan kisa bir siire sonra erken viral transkripsiyon tiniteleri olan
E1A, E1B, E2A, E2B, E3 ve E4 iiniteleri aktif hale gecmektedir. E1A proteinleri konak hiicrede
mitojenik aktiviteyi indiikler ve diger viral genlerin ekspresyonunu uyarir. E1B, enfekte hiicreyi
adenovirus genlerinin replikasyonu ve transkripsiyonu yoniinde uyarmaktadir. E2 proteinleri,
viral DNA replikasyonuna aracilik ederken E3 ve E4 proteinleri konakg1 bagisiklik tepkilerini ve
hiicre sinyalini degistirme 6zelligine sahiptir [21].

DNA replikasyonu icin; adenovirus genomu DNA polimeraz, prekiirsér terminal protein

(pTP), DNA baglayici protein (DBP) ve niikleer faktor I, II ve III gibi hiicresel proteinleri
6
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kodlamaktadir. DNA replikasyonu tek iplik¢igin 3’ ucundan baslar. DNA sonunda bulunan
tekrarlayan diziler ile replikasyon sirasinda tek iplikli cembersel DNA olusur ve ¢embersel tek
iplikli DNA daha sonra sentez sirasinda acilarak cift iplikli DNA olusmaktadir [9].

DNA replikasyonu icin bilesenler hazir oldugunda, ge¢ faz devreye girmektedir. Giiclii
major gec promoteri (Major Late Protein-MLP), viral parcaciklarin olgunlasmasi igin, viral
yapisal proteinleri ve proteinleri kodlayan ge¢ virus genlerinin transkripsiyonu i¢in aracilik
eder. Virionlar enfekte hiicrenin niikleusunda agregatlar halinde toplanirlar. Enfeksiyon
olusumundan sonra virus, viral kaynakli hiicre lizizi vasitasiyla diger hiicreleri enfekte etmek

icin serbest kalir [20].
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Sekil 2.2. Adenoviruslarin hiicre icine girisi ve replikasyonu [20]

2.5. Patogenez

Adenoviruslar insan hiicrelerini iki sekilde etkileyebilir. Epitel hiicrede bulunan litik bir
enfeksiyonda, virus hiicre icindeki replikasyon dongiisiinii tamamlar, %5'e kadar enfeksiyona
sahip olan 104 ila 10¢ yeni virus salinir ve hiicresel 6liim baslar. Lenfoid hiicrelerde ise latent

enfeksiyona neden olur ve bu hiicrelerden sadece az miktarda virus salimmi gerceklesir.
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Adenoviral enfeksiyona karsi immiin yanit, inokiilasyon bolgesi, genotip ve konagin bagisiklik
durumu gibi bir dizi faktére baglidir.

Adenoviruslarin, enfekte hiicrelerde intrinsik hiicresel apoptozun inhibisyonu,
interferon ve tiimor nekroz faktoriine karsi tepkilerin inhibisyonu ve hiicre yiizeyleri lizerinde
MHC 1 (Major Doku Uygunluk Kompleksi 1) ekspresyonunun énlenmesi dahil olmak {izere
konakel immiin yanitini antagonize etmek icin birka¢ mekanizmasi bulunmaktadir [3].

Cogu adenovirus tiirli diinya capinda yaygindir ancak baskin tiirler iilkeler veya cografi
bolgeler arasinda farklilik gostermektedir ve dagilimlar1 zamanla degisebilmektedir [22, 23].
Adenoviruslar diinyada yaygin olarak insan enfeksiyonlarinda hADV-C1, -C2, -C5, -B3, -B7, -B21,
-E4 ve -F41 gruplar bulunmaktadir. Organ transplantasyonu ile immun sistemi baskilanmis
hastalarda, bazi tipler daha ¢ok 6ne ¢ikmaktadir. Bunlar; hADV-C1, -C2, -C5, -A12, -A31, -B3, -
B11, -B16, -B34 ve -B35’ tir [23]. En yaygin okuler morbiditeye neden olan adenoviral
keratokonjonktivit tiirlerinden hADV-D, tip-8, -19 ve -37 ve hADV-E4, -C5, -B3, -B7, -B11 ve -
B14 tipleri gorulmektedir [23]. Adenoviruslar; goz, solunum, intestinal ve genitoliriner sistem
organlarinin yiizeyel hiicrelerini enfekte ettigi icin epitelyal hiicrelere tropizmi oldugu
anlasilmaktadir [2].

Enfeksiyonun inkiibasyon siiresi konagin cevabi, bulasin yolu, AdV tip ve dozuna, viral
lokalizasyon yerine gore genellikle 2 giin ile 2 hafta arasinda degismektedir [23]. Insanlarda

adenovirusun onkojenik déniistimii destekleyen kesin bir kanit yoktur [3].

2.6. Neden Oldugu Hastaliklar ve Klinik Bulgular

Virusun yayilimi solunum yolu veya fekal/oral yol ile olmaktadir. Adenovirus
enfeksiyonlari biitlin mevsimlerde goriiliir ve 6zellikle okul ¢agindaki ¢ocuklarda olmak tzere
biitlin yas gruplarinda endemiktir [7]. Adenovirus enfeksiyonunun c¢ogu asemptomatiktir.
Ancak 5 yasin altindaki ¢cocuklarin %5’inde akut solunum sistemi enfeksiyonu gelismektedir.
Bazi1 genotipler gastroenterite sebep olabilmektedir. Enfekte olan ¢ocuklarin yaklasik yarisinda
virus tonsiller dokuda latent olarak yerlesebilmektedir [9]. Esas olarak solunum yoluy,
gastrointestinal sistem ve konjonktivada lokalize enfeksiyon olustururlar. Farenjitten
bronsiolite, krup, pnémoni ve diareye kadar degisen bir¢ok farkl klinik tabloya sebep olurlar
[2]. Adenovirus enfeksiyonlarini alti ana baslik altinda toplamak miimkiindir.

o GOz enfeksiyonlari
e Spesifik Olmayan Folikiiler Konjonktivit
e Epidemik keratokonjonktivit
e Faringokonjonktival ates

o Gastrointestinal Sistem Enfeksiyonlari



Aslihan Bekci, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

o Solunum Sistemi Enfeksiyonlari
o Genitoiiriner Sistem Enfeksiyonlari
o Miyokardit

o Hepatit

2.6.1 Goz enfeksiyonlari

Viral konjonktivit 6nemli sayida poliklinik hastasiyla sonu¢lanan olduk¢a bulasic1 bir
enfeksiyondur [24]. Yayihim damlacik yolu veya direkt temas ile olmaktadir. Cesitli klinik
formlar1 vardir. Bunlar; faringokonjonktival ates, EKC ve spesifik olmayan folikiiler
konjonktivittir [8].

Epidemik keratokonjonktivit genellikle hADV-8, -19 ve -37 tarafindan
olusturulmaktadir, faringokonjonktival ates, genel olarak, cocuklar1 etkilemekte olup hADV-3
ve -7 tarafindan olusturulan bir hastalik iken, spesifik olmayan folikiiler konjonktivit en yaygin
olarak hADV- 1,-11, -15,-16,-17, -19, -20 ve -22 ile iligkili oldugu belirtilmektedir [5].

Bu Kklinik formlarin disinda daha ¢ok Coxackievirus ve Enterovirus’un; daha az siklikta
hADV-11’in sebep oldugu AHK bulunmaktadir. AHK, ¢ok bulasici olan ve salginlara sebep olan
konjonktivit ¢esididir [6]. Genellikle belirtiler iki tarafli olmaktadir ve bir gozde daha erken
baslayip diger goze ge¢cmektedir [7]. Bulas genellikle enfekte kisi veya kontamine aletlerle
temas ile ya da dogrudan temas yoluyla gerceklesmektedir [25]. Klinik tablo birka¢ hafta
stirebilmektedir, kornea tutulumu varsa iyilesmesi aylarca devam etmektedir. Adenoviral

konjonktivit tanisi genellikle klinige dayalidir [5].

2.6.1.1. Spesifik Olmayan Folikiiler Konjonktivit

Spesifik olmayan folikiiler konjonktivit, folikill lenfositlerin kiimelenmesi ile
olusmaktadir. Folikiil kan damarlarinin olusturdugu ag tarafindan ¢evrelenen damarsiz, kiigiik,
soluk alanlar seklinde goriilmektedir. Bu semptomlar disinda preaurikiiler lenfadenopati,
hiperemi, sulu akinti, gz kapaklarinda 6dem, rinit, farenjit gibi etkenler goriilebilmektedir [25].
Hasta daha ¢ok kasint1 ve yabanci cisim hissinden yakinmaktadir. Hastada kirmiz1 goz veya tist

solunum yolu enfeksiyonu ile birlikte baska kisi ile temas dykiisii siklikla mevcuttur [25, 26].

2.6.1.2. Epidemik Keratokonjonktivit

Epidemik keratokonjonktivitten en sik sorumlu etkenler, hADV -8, -19 ve -37'dir. [26].

Genellikle ileri yastaki cocuklar ve eriskinlerde goriilmektedir. Virusla kontamine olan esyalar

9
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iki ay boyunca bulasici olabilmektedir [26, 27]. Klinik formu; fotofobi, korneal tutulum,
konjonktival 6dem, punktal epitelyal defekt, folikiiler (erken) veya papiler (ge¢) yanit ve kiiglik
petesiyal kanamalar iceren goz belirtileri yaygindir [26]. Goz kapaklarinda ve konjonktivada

sisme goriilebilmektedir. Siddetli olgularda enflamatuar yalanci zar izlenebilmektedir [25].

2.6.1.3 Faringokonjonktival ates

En sik sorumlu etkenler, hADV-3, -4 ve -7'dir [7, 28]. Salgin daha cok bulasmis
havuzlardan ve az klorlanmis ylizme havuzlarinda gerceklesmektedir [28]. Bulgular; ates,
konjoktival 6dem, farenjit, hiperemi ve iki tarafli preaurikiiler lenfadenopati seklinde
goriilebilmektedir. Bazen konjonktivada kiiciik petesilere rastlanmaktadir. Belirtilerin

diizelmesi 4 giin ile 2 hafta arasindadir [25, 28].

2.6.2. Gastrointestinal Sistem Enfeksiyonlari

Yilda yaklasik 800.000 kisinin 6liimtine yol agan viral gastroenteritlerden adenoviruslar
bes yas alt1 cocuklarda en sik goriilen etkenlerden biridir. En sik etken olan genotipleri hADV-
40 ve -41’dir [29]. Fekal-oral yolla bulas goriilmektedir [19]. Diyare genellikle bol sulu, kansiz
ve lokosit icermemektedir. Hafif ates, karin agris1 ve kusma goriilebilmektedir. Semptomlar

ortalama 10 giin siireyle devam etmektedir [29].

2.6.3 Solunum Sistemi Enfeksiyonlari

Adenoviruslar, kis ve ilkbahar aylarinda boélgesel solunum yolu enfeksiyonu (SYE)
salginlarina yol agmaktadir [23]. Adenoviruslarin solunum sistemi enfeksiyonlar1 ASY ve USY
olarak ikiye ayrilmaktadir. hADV’lerle iliskili tist SYE’ler soguk alginligi, farenjit ve tonsillit
seklinde goriilmektedir ve hADV-1-7 ile iligkili oldugu goriilmektedir. hADV-1, -2, -5 ve -6 ile
olusan enfeksiyonlarda, yaklasik %50 olguda virusun adenoid ve tonsillar dokuda latent kaldig:
belirtilmektedir. Bronsit, bronsiyolit ve pndmoni gibi alt SYE’lar1t hADV enfeksiyonuna bagh sik
goriilen komplikasyonlardir. Ozellikle toplu yasam kosullarinda, yenidogan finitelerinde salgin
seklinde SYE'larina neden olmaktadir. Ozellikle hADV-3, -4, -7 ve -21 tipleriyle iliskili oldugu
gosterilmistir [29,30]

10
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2.6.4. Genitoiiriner Sistem Enfeksiyonlar:

Genellikle adenoviral enfeksiyonlar cocuklarda (%13,6) yetiskinlere gore (%31-%47)
daha sik goriilmektedir. Siklikla erkek cocuklarda goriilebilen akut hemorajik sistit etkeni
hADV-1, -4, -7, -11 ve -21’ dir. Ozellikle immun sistemi diisiik olan (transplant hastalari, AIDS’li
hastalar gibi) konakg¢ida latent ve yaygin enfeksiyona neden olmaktadir. hADV-2, -19 ve -37
genital lezyonlardan izole edilmislerdir [31, 32, 33]

2.6.5. Miyokardit

Miyokard dokusunda nekroz ve miyelositolizis ile birlikte olusan enflamasyondur.
Bir¢ok durumda gelistigi gibi, en sik konjestif kalp yetmezIligi ile ortaya ¢cikmaktadir. En yaygin
miyokardit nedeni viruslardir. Bazen hig klinik bulgu vermeden iyilesebildigi gibi, ani 6liimlede
sonlanabilmektedir. Kiiciik yaslarda akut fulminan seyir daha sik gézlemlenmektedir. Bazen
baslangicta bulgu vermeyerek daha sonra ¢ocukta dilate kardiyomiyopati gelisebilmektedir. En

sik etyolojik ajan Coxsackie B ve adenovirus olarak bilinmektedir [34].

2.6.6. Hepatit

Akut hepatite neden olan etkenler viral ve viral olmayanlar olmak iizere iki ana grupta
incelenmektedir.

Viral etkenler icinde hepatit A, E, G viruslari, transflizyonla gegen virus, rubella, rubeola,
paramiksovirus, parvovirus B19, herpes simpleks virus 1-2, koksaki B virus, ekovirus 14-19,
adenovirus, varisella-zoster virus, sitomegalovirus, Epstein-Bar virus, herpes virus-6 ve HIV
(Human immun deficiency virus) bulunmaktadir. Adenoviruslar 6zellikle immun sistemi bozuk
olanlarda agir hepatit ve hepatik nekrozla seyredebilir, hatta fulminan karaciger yetersizligine

neden olabilmektedir [35, 36].

2.7. Epidemiyoloji

Adenoviruslarin rezervuari insanlardir. Ozellikle kisla, okul, isyeri ve hastane gibi toplu
yasam kosullarinda salgin seklinde alt ve iist solunum yolu enfeksiyonlarina neden olmaktadir
[37]. Tim yas gruplarinda solunum yolu enfeksiyonu disinda konjonktivit, miyokardit,
keratokonjonktivit, hemorajik sistit, hepatit ve gastroenterit gibi bir dizi hastaliga neden
olabilmektedir [3]. Ozellikle yenidogan, cocuk ve bagisiklik sistemi baskilanmis olan hastalarda

daha ciddi, hatta bazen o6ltimcil enfeksiyonlar ortaya ¢ikabilmektedir [2, 7]. Dinya Saghk
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Grgijtijnl'jn verilerine gore hADV-1, -2, -3, -5 ve -7 ile nedeni ile olusan enfeksiyonlar tiim
adenovirus olgularin %90’indan sorumlu tutulmaktadir. hADV-1, -2, -5 ve -6 endemik
enfeksiyonlar olustururken hADV-4, -7, -14 ve -21 ise epidemileri olusturmaktadir [37].
Adenoviruslar, diinya genelindeki tiim konjonktivit olgularinin %15-70 temsil ederek
konjonktivitin 6nemli nedenlerinden biri olmustur [38].

Adenoviruslar 6zellikle sonbahar ve kis aylarinda konjonktivit olgularinin %20’sinden
sorum tutulmaktadir [7]. Tasinma sekli esas olarak ellerin goze temasi, okuler sekresyonlar,
solunum damlaciklari ve oftalmik bakim hizmeti verenler ve onlarin kullandig1 tibbi aletler yolu
ile olmaktadir. Adenoviral konjonktivit bifazik bir hastalik olup, virusun yayilmaya basladig
infeksiyonun baslangicindaki infektif fazi takiben 7-10 giin sonra baslayan inflamatuvar faz ile
devam etmektedir. Hasta 2-3 haftaya kadar enfeksiy6z kalmaktadir [3].

Adenoviral konjonktivitler, yi1l boyunca epidemik veya sporadik sekilde
goriilebilmektedir. Hastaligin seyri ve siddeti serolojik alt tiplere bagh olarak degismektedir. D
tipi hADV-8, -19 ve -37 EKC ile iligkili oldugu saptanirken; B ve C tipi hADV-3, -5, -7 ve -11
faringokonjonktival ates kaynakl;; B ve E tipi hADV-1-11'1n siklikla folikiiler konjonktivit
kaynakli oldugu belirtilmistir [4].

Adenoviral enfeksiyonlarin bildirilmesi zorunlu olmadig1 i¢in; mortalite ve morbidite
oranlari tam olarak bilinmemektedir. Enfeksiyonun en yiiksek goriilme siklig1 2 yasin altindaki
cocuklar olarak belirlenmistir. Genis epidemiyolojik ¢alismalar incelendiginde asemptomatik

cocuklarda en sik izole edilen viral etken hADV olarak belirlenmistir [9].

2.8. Laboratuvar Tani

Adenoviral konjonktivit tanisi genellikle semptom ve klinik bulgulara dayanilarak
yapilir.
Adenoviruslarin tanisinda kullanilan ydntemler dérde ayrilir:
1. Klinik 6rnekten direkt tani
- Elektron mikroskopi
- Antijen belirleme yontemi
- Moleliiler yontemler
2. Hiicre kiiltiira
3. Tip tayini

4. Serolojik yontemler
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2.8.1 Klinik Ornekten Direkt Tani

2.8.1.1 Elektron Mikroskopi

Klinik 6rnekte adenovirus partikiilleri veya hiicre cekirdeginde olgunlasmis viruslarin
olusturdugu Kkarakteristik yapilar elektron mikroskobisi (EM) ile saptanarak daha ileri
tanimlamaya gerek kalmadan adenovirus tanisi yapilabilmektedir. EM ile incelenecek olan
tespit edilmis doku ince kesitlere ayrilir, negatif boyanir ve cekirdek i¢cinde bulunan virus
partikillerinin kristal dizilimlerine bakilmaktadir [16].

Bu yontemin duyarlilifi, 6rnekte bulunan virus partikiillerinin miktarina bagh olarak
degismektedir. Virusun EM ile saptanabilmesi i¢in 6rnegin mililitresinde en az 105-106 virus
partikiilii olmas1 gerekmektedir. Elektron mikroskobi daha ¢ok akut adenoviral gastroenterit
olgularinda kullanilmaktadir [9, 39].

Adenoviruslar, EM disinda daha hassas ve 0zgiil olan immiin elektron mikroskobisi
(IEM) ile de gozlemlenebilmektedir. IEM’de, ornek once virusa 0zgiil antiserumla muamale
edilirek, virus partikiillerinin 6zgil antikorlar agrege edilmekte ve bdylece daha kolay
goriinmelerini saglamaktadir. IEM hizli ve duyarli bir yontem olarak okuler hADV
enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilmasi tavsiye edilmektedir [39].

Elektron mikroskobi ile hizli bir sekilde adenovirus tanisi konalabilmektedir ancak
pratikte kullanimi sinirli, zahmetli ve pahali bir yénem oldugu icin ¢ok fazla tercih
edilmemektedir. Elektron mikroskobi giiniimiizde rutin tanidan ¢ok arastirma amach tercih

edilmektedir [9, 39].
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"

Sekil 2.3. Immun elektron mikroskobi ile insan gézyasinda adenovirus. (X45 000) [39].

2.8.1.2 Antijen Belirleme Yontemi

Antijen belirleme ydntemi, daha ¢ok solunum ve gastrointestinal enfeksiyonlarin
tanisinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Adenovirus antijeni, Immiinfloresan (IF) veya enzim
immunoassay (EIA) temelli, genellikle ticari olarak elde edilebilen testler kullanilmaktadir. Bu
yontemler genellikle yeterli duyarliga sahiptirler ve hizli sonug verirler [16]. Immiinfloresan,
ozellikle solunum ornekleri, siiriintii veya biyopsi érnekleri icin kullanilmaktadir. Ornekteki
epitel hiicreleri lam iizerine ¢oktiiriilerek asetonla sabitlenir, isaretli monoklonal antikorlar ile
boyanir ve floresan mikroskop ile incelenir [36]. Genellikle daha duyarli olan direkt floresan
yontemleri tercih edilir. Kiiltiir ile karsilastirildiginda solunum yolu 6rneklerinde Direkt
Floresan Antikor (DFA) yonteminin duyarhhg %40-60 arasindadir [16]. Ozgiilliik birgok
calismada %99’un iizerinde bildirilmistir. DFA'nin adenoviruslar1 saptamadaki duyarliliginin
kiiltiire gore ¢ok daha diisiik oldugu bildirilmistir. Bu nedenle negatif sonuclarin kiiltir ile
dogrulanmasi gerekmektedir [36]. Bunun disinda DFA testinde 6rnegin kalitesi, virusun tiirii ve
deneyimsiz personel tarafindan sonuglarin yanlis yorumlanma olasilifida bulunmaktadir [2].

Enzim immunoassay yontemi Ozellikle diski ornekleri igin yaygin olarak
kullanilmaktadir. EIA bu viruslarin tanisinda hizli, basit ve maliyet agisindan etkin bir tani
yontemidir. EIA duyarhiligi, EM ve hiicre kiiltiiri ile karsilastirildiginda genellikle %90'1n

lizerindedir ve sacilan virus miktar1 1010 partikiil/gr diski oldugunda yeterli olmaktadir.
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Ozgiillik ise genellikle %97’dir [40]. Diger hizh antijen saptama ydéntemleri
immiinokromatografi (IC) ve lateks aglutinasyon testleridir. Immiinokromatografi yontemi,
ornegin membran bir strip boyunca lateral olarak ilerledigi, antijenin virusa spesifik antikorlara
baglanarak birka¢ dakika icinde renkli bir cizginin gorildigii hizh bir tan1 yontemi olarak
tanimlanmaktadir. Yontemin duyarliligi %60-70 gibi diisiik oranlarda oldugu belirtilmektedir.
Duyarliligi diisiik olmasina ragmen lateks agliitinasyon testleri ozellikle gaitada enterik
adenovirus saptanmasi icin kullanilmaktadir. Bu testlerinin duyarhliklari, monoklonal antikor

kullanilmasi ile artiritlmaktadir [9].

2.8.1.3 Molekiiler Yontemler

Adenoviruslarin  ozellikle immun yetmezligi olan hastalarda ve oftalmik
enfeksiyonlarinda goriilen yiliksek bulasicilik nedeniyle, etkenin hizli ve dogru bir sekilde
tanimlanmasi salginlarin 6nlenmesi veya sonlandirilmasi bakimindan 6nem tasimaktadir [1].

PZR; diger tan1 yontemleri ile karsilastirildiginda hizli sonug veren ve yiiksek duyarliliga
sahip molekiiler yontemler oldugu icin gliniimiizde sik olarak tercih edilmektedir [4]. Viral
yukiin ¢ok az oldugu veya az miktarda 6rnekle calisildigr durumlarda bile sonu¢ vermektedir.
PZR yontemi, viral genomda hedeflenen gen bolgelerinin cogaltilmasi esasina dayanmaktadir
[9].

Ik basta hedef DNA denatiire edilerek tek sarmal kalip olarak kullanilmaktadir.
Cogaltilmak istenen gen bolgesine spesifik oligoniikleotid primerleri, Tag DNA polimeraz enzimi
yardimiyla hedef bolgeye baglanmakta ve cift sarmalli DNA molekiillerini olusturmaktadir.
Sentezlenen her yeni cift sarmalli DNA molekiilii bir sonraki dongiide kalip gérevi gormektedir
[41]. PZR yontemi ile 30 amplifikasyonun sonunda tek bir cift zincirli DNA molekiiliinden bir
milyon kopya iiretilebilmektedir. Bu basamaklarin tekrarlanmasi sonucunda ¢ogaltilan iirtinler
jel elektroforezi, Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) veya sekanslama gibi
islemler uygulanabilmektedir [42].

PZR kullanim sekillerine gore siniflandirilmaktadir. Bunlar; Real-time PZR, Nested PZR,
Multipleks PZR olarak gruplandirilmaktadir [41].

Real-time PZR, niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren floresan
sinyalin 6l¢tilmesiyle kisa siirede kantitatif sonu¢ vermektedir. Ayrica elektroforeze gerek
kalmadan amplifikasyon esnasinda sonug verebilmektedir. Nested PZR ile drnekte tek bir hedef
DNA molekiili bulunsa bile iki asamali yapilan amplifikasyonla ¢ok sayida DNA elde etmek
miimkiin olmaktadir. Multipleks PZR ile farkli hedef bolgeler icin 6zgiil olan primerler

kullanilarak ¢ok sayida hedef ayni1 zamanda ¢ogaltilabilmektedir [41].
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PZR’ye dayali yontemlerin duyarhiligini ve 6zgilligiinii; PZR irlintintn biytkligy,
reaksiyon kosullari, primer setleri, ¢ogaltilan hADV DNA tipi veya reaksiyonda kullanilan DNA
polimerazin performansi gibi faktorler etkileyebilmektedir. Bunlarin yanisira kontaminasyon
sonucu da hatal pozitif sonuclar elde edilebilmektedir [43]. Son yillarda PZR yoluyla DNA
amplifikasyonu ile molekiiler yontemlerin kullanima girmesi, artmis duyarlilik ve hizli tanmiy1

saglamaktadir [42].

2.8.2 Hiicre Kiiltiira

Adenovirusun hiicre kiiltiirtinde izolasyonu tanida altin standarttir. Tip 40 ve 41
disindaki adenoviruslar, epitelyal orijinli devamli hiicre kultiirleri olan insan servikal kanser
hiicre kultiirii (HeLa), insan epidermoid karsinom hiicre kiltiirii (HEp-2), primer insan
embriyonik bobrek hiicre kiiltiirii (HEK) gibi devamli insan hiicrelerinde, insan embriyonik
akciger fibroblastlarinda ve diger embriyonik fibroblastik hiicrelerde lireyerek sitopatik etki
(Cytopathic effect-CPE) olusturmaktadirlar [16]. Adenovirus enfeksiyonlarinda Kklinik
orneklerin erken donemde alinmasi izolasyon sansini artirmaktadir [9].

Adenovirusun tipi, konsantrasyonu ve konak hiicre hassasiyeti CPE ¢ikis hizini etki
etmektedir. Klinik o6rneklerden adenoviruslarin iretilmesi 2-4 hafta kadar siirmektedir.
Adenoviruslarla enfekte hiicrelerde virusun cogalmasina bagh olarak hiicre yuvarlaklasmas,
genislemesi ve uziim salkimi seklinde biraraya toplanma, yani agregasyon tipi CPE
karakteristiktir. Maymun, insan ve sigan eritrositleri kullanilarak, aglitinasyon ile subgrup
tanisi yapilmaktadir. Hemaglutinasyon inhibisyon testi, notralizasyon testi, EIA ve PZR ile tip
tanisi yapilabilmektedir [44]. Son zamanlarda shell-vial yontemiyle yapilan hizhi hiicre kiiltiirii
yontemi giderek artan bir sekilde kullanilmaktadir [45].

Shell-vial kiiltiri, geleneksel hiicre kiilttri bilesenleri ile antijen tespiti metodlarinin
kombine edilmis seklidir. inokulasyondan sonra 1-2 giin icinde pozitif kiiltiirlerin biiyiik bir
kismini tespit ettigi icin laboratuvar teshisinde énemlidir [44]. Bu metod adenoviruslarin hizli
teshisinde uygulanabilecegi belirtilmistir [45].

Shell-vial yontemi; santrifij ile virus veya virus agregatlar1 hiicre yiginina
tutunabilmekte veya hiicre membranindan virusun girisini arttirma gibi bir etkisinin olabilecegi
belirtilmektedir [9]. Ornekler, “shell-vial” tiiplerinin icindeki yuvarlak lamlar iizerinde iiretilmis
hiicre kiiltiirlerine ekilir. 24-48 saat sonra lamlarin siiphelenilen virusa 6zgiil ve floresanl bir

madde ile isaretlenmis antikorlarla (IF yontemi) boyanarak degerlendirilmektedir [46, 47].
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2.8.3 Tip Tayini

Tip tayini daha cok; epidemiyolojik arastirmalarda, patogenez c¢alismalarinda, sik
rastlanmayan ciddi enfeksiyonlarin etkeninin arastirilmasinda kullanilmaktadir [9].

Tiplendirme; serolojik yontem ve molekiiler yontem olarak ikiye ayrilmaktadir.
Serolojik yontemler; notralizasyon, hemagliitinasyon, hemagliitinasyon inhibisyon olarak tice
ayrilir. Notralizasyon testi, bagisik serumlarda bulunan ve virusu nétralize eden antikorlar
kullanilarak uygulanmaktadir. Virusun, 06zgiil antikorlar ile iireme o6zelliklerine gore
degerlendirmesi yapilmaktadir. Hiicre kiiltiiri veya deney hayvanlar1 kullanilmaktadir.
Notralizasyon testi tlire 6zgili, uygulamasi zor ve zaman alicidir, fakat nétralizasyon testi
serolojik tanida “altin standart” olarak kabul edilmektedir. Hemagliitinasyon testi, hADV
izolatlarinin tip spesifik identifikasyonunda grup belirlenmesinde uygulanmaktadir. Daha sonra
spesifik genotiplerin belirlenmesinde hemagliitinasyon inhibisyon testleri veya nétralizasyon
testleri yapilabilmektedir. Testin yapilabilmesi icin hastaligin akut ve konvalesan dénemlerinde
alinmis hasta serumlarina, standart bir eritrosit siispansiyonuna ve titre edilmis standart
antijenlere gereksinim duyulmaktadir [44].

Genomik yap1 ve genetik dizilim, virus tipleri ve tiirleri arasinda farklilik
gostermektedir. Bu farkliligt DNA’nin Restriksiyon endoniikleaz (RE)’lar yardimiyla kesimi ile
gosterilebilmektedir. Kisa DNA dizilerini 6zgil olarak taniyan ve bu dizilere yakin bolgelerden
veya bu diziler icindeki spesifik bolgelerden DNA’y1 kesen enzimler RE olarak
adlandirilmaktadir. Molekiiler yontemlerde, restriksiyon enzim analizi (REA) ve RFLP ya da
“Pulsed Field Gel Electrophoresis” (PFGE) yontemleri olarak ikiye ayrilmaktadir. Son
zamanlarda hADV genotiplerinin ayiriminda DNA iizerinde belli tanima ve kesme bdlgeleri olan

restriksiyon enzimleri kullanilarak gerceklestirilen REA kullanilmaktadir [9, 44].

2.8.4 Serolojik Yontemler

Adenovirus enfeksiyonlarinin  tanisinda; spesifik IgM veya IgG varliginin
gosterilmesinde, EIA, hemagliitinasyon inhibisyon (HAI), notralizasyon ve kompleman birlesme
deneyi (KBD) kullanilmaktadir [9].

Kompleman Birlesme Deneyi gruba o6zgiil antikorlar1 saptar ancak genotipe o6zgiil
degildir. Ayrica duyarliligl disiik olmakla beraber adenoviruslarin herhangi bir genotipi ile
olusan enfeksiyonda, akut ve konvelesan donemler arasinda antikor titresinde en az doért kat

artis anlamhdir. Notralizasyon ve HAI testleri ise genotipe 6zgiil sonug vermektedir. [44].
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Serolojik yontemlerde, bazi durumlarda yanlis negatif sonuglarin tespit edilebilmesi ve
yanlis pozitif sonuglarin saptanabilmesi gibi ¢esitli sinirlamalar mevcut olmasina ragmen

epidemiyolojik calismalar ac¢isindan énemini korumaya devam etmektedir [1].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismaya Eyliil 2014 - Aralik 2015 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Saghk
Arastirma ve Uygulama Merkezi G6z Hastaliklari Poliklinigi'ne konjonktivit 6n tanisi ile
basvuran ve adenoviral keratokonjonktivit diisiiniileni 60 hastadan alinan konjonktival
siiriintii 6rnegi dahil edildi. Bunun icin steril serum fizyolojik ile 1slatilmis ekiivyon,
adenoviral konjonktivit 6n tanili hastalarin konjonktiva lizerinden cevrilerek, alt konjonktiva
kesesinden veya fornikse siiriilerek 6rnekleme yapildi. Hastalardan alinan siiriintii 6rnegi
ekiivyon ile birlikte virus tasima besiyerine alindi. Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Molekiiler
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na tasima besiyerinde ulastirilan 6rnekler iyice vortekslenerek iki
adet 1,5 ml’lik steril plastik tiiplere alind1 ve ¢alisilincaya kadar -802C’de saklandi.

Calisma Mersin Universitesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurul Bagkanhigi’'nin 26/02 /2015 tarihli ve
2015/65 sayih karari ile “Etik Kurul Onay1”n1 almistir. Bu tez, Mersin Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan “2015-TP2-1089” nolu proje olarak desteklenmistir.

Calismaya dahil edilen hastalarin hepsi, yapilacak ¢alisma ile ilgili olarak bilgilendirilmigtir.

3.2. Kullanilan Arag ve Gerecgler

3.2.1. Kullanilan Cihazlar

o Is1dongii cihaz1 (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler Gradient)
o Gilivenlik Kabini (Heraeus, HERA safe)

o Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Thermo, EC250-90)

o Elektroforez Tanki (Thermo Scientific, Owl E. Sycast™ B2)

o Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, Fransa)
o “UV-Transilluminatér (UVP, 81.0110.01)

o Mikrodalga Firin (Beko, MD 1500)

o Derin Dondurucu (Ugur, R134a)

o Hassas Terazi (Scaltec)

o Vortex (Heidolph, REAX top)

o Santrifiij (Sigma, 1-15)

o Otoklav (Hirayama, HVE-50)

o +4°C'lik sogutucu (Indesit)

o -20°Clik Derin Dondurucu (Indesit)
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o Su Banyosu (Memmert)
o Distile su cihaz1 (Thermo Scientific, micropure)

o Mikropipet Seti (Thermo Scientific, 0,2-2 pl, 2-20 ul, 20-200 ul)

3.2.2. Kullanilan Kimyasallar

o Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), sodium salt (Lachema, 302430300, cat no: 30354)
o Tris-base (Merck, K39661287 907)
o Borik asit (Merck, K29935665 204)
o Brom fenol mavisi (SCP Science, B7722)
o Siikroz (Merck, 1.07651)
o Etanol absolut (Riedel- deHaan, 32221)
o Agaroz (Prona, 0945002PR)
o Etidyum Bromid (Sigma-Aldrich, E8751)
o Taq DNA Polimeraz (Thermo , # EP0402)
o 10X Tagq Buffer (with KCI) (Thermo, #EP0402)
o 25 mM MgCI2 (Thermo, #EP0402)
o 100 mM dNTP (Thermo, Deoxynucleotide set-dNTP set, 4x25 pmol, #R0181)
o Distile Su
o Nuclease Free Su (Fermentas, #R0582)
o Molekiiler agirlik standarti (GeneRuler 100 b¢ DNA ladder, #SM0241, Fermentas )
o Primerler:
- ADVF (Hekzogen, sense)
5’-3'dizi: TGGCYWSCACNTWCTTTGACATYMG
- ADV R (Hekzogen, antisense)
5’-3'dizi: GCRWAWGAHCCRTARCAKGGYTDCAT

3.2.3. Kullanilan Hazir Ticari Kitler

o High Pure Viral Nukleic Acid Kit (Roche Diagnostics Gmbit Manheim, Almanya)
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3.2.4. Kullanilan Tampon Cozeltiler

3.2.4.1. Elektroforez i¢cin Kullanilan Soliisyonlar

e 10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok Soliisyonu pH 8.8

o Tris Base......ccouvieneen. 108 gr
o Borik ASit...ccneeereeenn. 55 gr
O EDTA e 8,3 gr

Bu malzemeler bir miktar distile su ile eritildi ve pH’s1 8,8’e ayarlandi. Daha sonra son

hacim 1 litre olacak sekilde distile su eklendi. Oda 1s1sinda muhafaza edildi.

o Elektroforez Yiiriitme Tamponu (1XTBE)
10X TBE Buffer stok soliisyonundan distile su ile seyreltilerek hazirlanmis olan 1X TBE
tamponu elektroforez yiiriitme tamponu olarak elektroforez tankina konularak kullanildi.

Tanka konulan tampon haftalik olarak degistirildi.

e Yiikleme Tamponu (20 ml icin)
0 SUKIroz......ccooevoveieenen: 4 gr.
o Brom fenol mavisi...........0,05 gr.

Tartilan kimyasallar 20 ml 1X TBE tamponunda eritildi. Oda 1si1sinda saklandu.

e 9% 1’'lik Agaroz Jel

100 ml 1X TBE Buffer icerisinde 1 gr agaroz mikrodalga firinda eritildikten sonra 10 pl
Etidyum Bromid ilave edildi.
3.3. Siiriintii Orneklerinden hADV DNA’ nin Tespit Edilmesi

3.3.1. Konjonktival Siiriintii Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu icin High Pure Viral Nucleic Acid (lot:13554700 Roche Diagnostics
Gmbit Manheim, Germany) kiti kullanildi. Ekstraksiyon asamalar1 ve kullanilan ¢ozeltilerin

hazirlanmasi tiretici firmanin talimatlari dogrultusunda yapildi.
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Cozeltilerin Hazirlanmasi

Proteinaz K (20 mg/ml
Liyofilize halde bulunan 100 mg proteinaz K, 5 ml elution buffer i¢cinde karistirilarak
cozildu.

Bu karisim, 250 pl’'lik hacimlere boliinerek -20°C’de saklandu.

Poly (A) (4 mg/ml

Liyofilize halde bulunan 2 mg poly (A) tasiyict RNA 0,5 ml elution buffer ile ¢6ziildii.

40 pl'lik hacimlere bollinerek -20°C’de saklandi.

Calisma sirasinda bu 40 pl'lik karisima, 2 ml binding buffer [6M guanidine-HCI, 10mM
Tris-HCl, %20 Triton X-100 (w/v), pH 4,4 (25°C)] eklendi.

Binding buffer ve poly (A) karisimi her ¢alisma sirasinda yeniden hazirlandi.

Inhibitor Removal Buffer
33 ml inhibitor removal buffer’a [SM guanidine-HCl, 20mM Tris-HCl pH 6,6 (25°C)
etanol eklendikten sonraki konsantrasyonu], 20 ml saf etanol eklendi ve iyice

karistirildi.

Wash Buffer
Wash buffer’a [2X 10 ml, 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7,5 (25°C) etanol eklendikten

sonraki konsantrasyonu] 40 ml saf etanol eklendi ve iyice karistirild.

Ekstraksiyonun Asamalari

1.

Saklanan 1 ml’lik siiriintii 6rnekleri 200 pl steril ependorf tiiplere alindi. 2 ml binding
buffer ve 40 pl Poly (A) karisimindan 200 pl alinip 6rneklerin bulundugu ependorf
tiiplerine eklendi. Ayrica her bir 6érnegin iizerine 50 pl proteinaz K (20 mg/ml) eklenip
vortekslendi ve 72°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra kapakta sivi kalmamasi icin kisa siireli santrifiij edildi. Uzerine
100 pl binding buffer eklendi ve vortekslendi.

Kit icerisindeki toplama kaplari ve filtreli tiipler i¢ ice gegirildi.

Orneklerin bulundugu ependorf tiipiindeki karisim, hazirlanan toplama kaplari icerisine
aktarildi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi, toplama kabi atildi. Filtre tiipleri yeni toplama kaplarina yerlestirildi.
Uzerine 500 pl inhibitor removal buffer eklenip 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi toplama kab1 atildi. Filtre tiipleri yeni toplama kaplar1 iizerine
yerlestirildi.
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10.
11.

Uzerine 450 ul Wash Buffer eklendi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi toplama kabi atildi. Filtre tiipleri yeni toplama kaplari iizerine yerlestirildi. Bu
basamak toplam iki kez yapildi.

Bu islemden sonra 13000 rpm’de 10 saniye santrifiij edildi. Santrif{ij sonrasi toplama
kabi atild1. Filtre tiipleri 1,5 ml'lik ependorf tiiplere yerlestirildi.

Uzerine 50 pl Elution Buffer eklendi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Ependorf tiip icindeki filtre tiipti atild1 ve daha sonra bu tiipler -20°C’de sakland.

3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Uygulamasi

Calismada;

PZR, tek bir molekiil DNA’y1 bile ¢ogaltabilecegi icin, reaksiyon karisimlarinin DNA
molekiilleri ile kontamine olmasinin engellenmesi icin; DNA ekstraksiyonu, PZR ana
karisiminin hazirlanmasi (“master mix”) ve drneklerin ana karisima eklenmesi izole
edilmis 3 ayr1 odada yapildi.

PZR’de 1s1 iletiminden kaynaklanabilecek sorunlarin en az diizeye indirilmesi icin, ince
duvarli DNase ve RNase enzimlerinden arindirilmis steril 0,2 pl'lik PZR tiipleri (Axygen
Thin-Walled PCR Tubes) kullanildi. Soliisyonlar kiiciik hacimlerde tiiplere boliindii.
Aeresol bariyerli pipet uclari ve pudrasiz eldivenler kullanildi.

Yiizeylerin dekontaminasyonu i¢in UV 151k ve sodyum hipoklorid kullanildu.

PZR uygulamasinda, hADV genomununun “hekzogen” bolgesinin 463 b¢ uzunlugundaki

bir boliimiinii hedefleyen spesifik primer dizileri kullanilarak PZR amplifikasyonu

gerceklestirildi. PZR amplifikasyonunda kullanilan primerlerin oligoniikleotid dizileri Tablo

3.1.de gosterilmistir [42].

Tablo

3.1. hADV “hekzogen” bolgesinin PZR amplifikasyonunda kullanilan primerlerin

oligoniikleotid dizileri.

Hedef bolge Anneling

Primerler** uzunlugu derecesi Oligoniikleotid diziler (5’-3")

(bp) (7
ADV A-F (Hekzogen) 463 E5oC TGGCYWSCACNTWCTTTGACATYMG
ADV A-R (Hekzogen) GCRWAWGAHCCRTARCAKGGYTDCAT
(M,A/C;R,A/G;W,A/T;S,C/G;Y,C/T;K,G/T; V,A/C/G; H,A/C/T;D,A/G/T; N,A/C/G/T.)

PZR 50 pL’lik son hacimde gergeklestirilmis olup, her bir 6rnek icin PZR karisimlar:

Tablo 3.2’deki gibi hazirlanmistur.
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Tablo 3.2. hADV genomununun hekzogen bolgesinin amplifikasyonunda her bir 6rnek igin
hazirlanan reaksiyon karisimi.

Reaksiyon bilesenleri Kullanilacak miktar (pL)
Distile Su 33,7

10X Taq Tampon 5

MgCl; (25 mM) 4

dNTP Mix (10 mM) 1

Primer 1 (ADV A-F) (100 pmol/uL) 0,5

Primer 2 ( ADV A-R) (100 pmol/pL) 0,5

Taq DNA Polimeraz 0,3

DNA 6rnegi 5

Hazirlanan her bir 6rnege ait ve ilizerlerinde numaralarn yazil steril 0,2 pl'lik PZR
tiiplerine 45’er pl konuldu. Daha sonra tlizerine 5 ul DNA 6rnegi konulup cihaza yerlestirildi ve
PZR teknigi ile 1s1 dongii cihazinda (Eppendorf Mastercyler Gradient) amplifikasyon
gerceklestirildi. Adenovirus DNA tespiti i¢in 1s1 dongl cihazinda PZR kosullar1 Tablo 3.3’teki gibi
uygulandi. Islem bittikten sonra, érnekler agaroz jel elektroforez uygulanmak iizere +4°C’deki

buzdolabina kaldirildi.

Tablo 3.3. Uygulanan amplifikasyon sicaklik ve siireleri

Reaksiyon asamasi Sicaklik (°C)  Siire DoOngii sayisi
On 1sitma (Baslangi¢ denatiirasyonu) 95 5dk 1
Denatiirasyon 95 1dk

Primer baglanmasi (Annealing) 55 1 dk 35
Zincir uzamasi (Elongasyon) 72 1dk

Son uzama (Post elongasyon) 72 5dk 1
Muhafaza 4 0

3.3.3. Agaroz Jel Elektroforez islemi

PZR ile amplifiye edilen hADV DNA’sinin hekzogen bolgesini tespit etmek icin agaroz jel
elektroforez teknigi kullanildi. Hazirlanan jelde yiiriitilen DNA’larin uzunluklari, biiytiklikleri
belli (100-1000 bg) DNA fragmentleri ihtiva eden molekiiler agirlik standardi ile kiyaslanarak
saptandi. hADV hekzogen bolgesini hedefleyen primerler ile ¢ogaltilan PZR iiriinlerinde 463 bg
uzunlugunda tirtin bantlarinin goriilmesi ile hADV DNA varlig1 anlasildi.

Elektroforez tamponu olarak TBE (Tris-Borik asit-EDTA), 10X konsantre stok sollisyon
seklinde hazirlandi. Daha sonra 1X olacak sekilde distile su ile sulandirildi ve hem tankta hem

de agaroz jelin hazirlanmasi sirasinda kullanildi.
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e Agaroz jelin hazirlanmasi

Bir erlenmayerde %1'lik agaroz jel hazirlama i¢in, 1 gr agaroz 100 ml 1X TBE soliisyonu
icerisinde mikrodalga firinda homojen seffaf hale gelinceye kadar isitildi. Buhar c¢ikmasi
durduktan sonra 10 pl etidyum-bromid (0,5 pg/ml) eklendi. Erimis haldeki etidyum-bromid ile
karistirllmis jel, taraklarin yerlestirildigi jel tepsisine yavasca dokiildii. Dokme islemi esnasinda
jel icinde hava kabarciklarinin kalmamasina dikkat edildi. Yaklasik 30 dakika boyunca jel
katilasana kadar oda sicaklifinda bekletildi. Daha sonra elektroforez tankina yerlestirilerek PZR
orneklerinin ytliklenmesine hazir hale getirildi. Daha o6nceden PZR islemi yapilmis olan
buzdolabindaki 6rneklerden 7 pl alinarak parafilm iizerinde 2 pl 1X TBE ile hazirlanmis
ylkleme tamponu (%20 siikroz veya gliserol, %0,25 brom fenol mavisi) ile iyice karistirild.
Daha sonra da elektroforez tankina yerlestirilen jelin kuyucuklarina sirasiyla yiiklendi. Tankin
kapag1 kapatildiktan sonra giic kaynag calistirildi. Kullanilan tanka 130 mA elektrik akimi
verilerek 6rnekler 40-50 dakika boyunca yiirtitiildii. Yiikleme tamponunda bulunan brom fenol
mavisinin gocili takip ederek jelin 2/3’liik kismina ulastiginda elektroforez islemi durduruldu.
Jeli tanktan ¢ikararak 312 nm dalga boyunda 1s1k veren UV-transiliiminatoriinde incelendi ve jel

gorintiileme sisteminde (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France) kayitlar1 yapildi.

3.4. hADV Tiplendirilmesi

Amplifiye olan hADV hekzogen PZR iiriinleri, isaretli dideoksiniikleotidleri igeren
“Bigdye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit” (Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD)
kullanarak, sense ve antisense zincirleri ADV-F ve ADV-R primerleri ile “Cycle Sequence” PZR’1
yapildi. Reaksiyon firiinlerinin elektroforez islemi, “ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer”
(Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD) otomatize DNA dizi analizi cihazinda gergeklestirildi.
Kromatografi seklinde elde edilen her o6rnege ait sense ve antisense dizi analizi verileri
CLUSTAL X versiyon 1,83 yazilim programi ile hizalandiktan sonra ve GENDOC versiyon 2.6.002
(Multiple Sequence Alignment Editor & Shading Utility) yazilim programi ile konsensus dizi
olarak kaydedildi. Konsensus diziler, PubMed-BLAST (the Basic Local Alignment Search Tool)
programina yiiklenerek, Gen-Bankasi veri tabaninda yayinlanmis referans hADV dizi verileri ile

karsilastirilarak olas1t hADV tiplendirilmesi yapildi.

3.5. Filogenetik Analiz

Hasta orneklerinden 24 tanesi ve 5 referans NCBI (National Center for Biotechnology

Information) dizisi (hADV4, hADV7, hADV8 , hADV37 ve hADV53) olmak iizere toplam 30
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dizinin filogenetik karsilastirmasi MEGA versiyon 3,1 paket programi kullanilarak
gerceklestirildi. Dizi analizinden elde edilen “hekzon” gen bolgesi dizisi CLUSTAL X
programinda, referans diziler ile toplu bir sekilde hizalandiktan sonra, GENEDOC programinda
gerekli diizeltmeler yapildi. Filogenetik aga¢ MEGA versiyon 3,1 yazilim programi kullanilarak

“Neighbor-Joining” metodu ile olusturuldu.

NCBI dizilerinin GenBank erisim numaralari: hADV-4: KR090805.1; hADV-7:
KR090819.1; hADV-D8: AB685335.1; hADV-37: AT056459; hADV-53: LC128897.1

3.6. istatistiksel Analiz
Calismadan elde edilen verilerin 6zetlenmesinde kategorik veriler frekans ve yiizde
cinsinden, stirekli veriler ise ortalama * standart, minimum ve maksimum deger cinsinden

ozetlemistir. Kategorik degiskenlerin birbirleri icinde dagilimini 6zetlemek i¢in ise ¢apraz tablo

olusturulmustur.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Bulgular
4.1.1. PZR sonuglar
Mersin ilinde Adenoviral siipheli konjonktivitli hastalarin prevalansini belirlemek
amaciyla Mersin Universitesi Saghk Arastirma ve Uygulama Merkezi, Géz Hastaliklan

Poliklinigi'ne basvuran hastalardan alinan stiriintii 6rnekleri PZR yontemiyle degerlendirildi.

PZR ile ¢alisilan toplam 60 siiriintii 6rneginin 26’sinda (%43) Adenovirus DNA pozitif bulundu.

Sekil 4.1. hADV-PZR iirlinlerinin agaroz jel elektroforez goriintlisi. M: Molekiiler agirhik
standart1 (GeneRuler 100 b¢ DNA ladder, #5SM0241, Fermentas), 1,2,3,4,5 nolu kolonlar: hADV
pozitif olarak belirlenen klinik érneklerin PZR iiriinleri (~463 bg¢ hizasinda belirlenen bantlar),
6,7,8 nolu kolonlar: ADV negatif olarak belirlenen klinik 6rneklerin PZR firiinleri, PK: Pozitif
kontrol, NK: Negatif kontrol.

Calisilan 60 hastanin yas ortalamasi 35,38+16,56 (min-max: 2-79) olarak bulundu.
Cinsiyet dagiliminda kadinlar 34'tinii (%56,7) erkekler 26’sin1 (% 43,3) olusturmaktadir.

Pozitif bulunan 26 hastanin yas ortalamasi 30,04+13,09 (min-max: 2-63) olarak
belirlendi. Cinsiyet dagiliminda hastalarin 15 (%57,7)’ini kadinlar, 11 (%42,3)'ini erkekler
olusturmaktadir. Pozitif bulunan o6rneklerde mevsimsel dagilima baktigimizda en yiiksek
pozitiflik Aralik ayinda saptandi. Pozitif bulunan hastalarin mevsimsel dagilimi; Subat ayinda 1
kisi (%3,8), Mayis ayinda 1 kisi (%3,8), Eyliil ayinda 3 kisi (%11,5), Ekim ayinda 1 kisi (%3,8),
Kasim ayinda 6 kisi (%23,1), Aralik ayinda 14 (%53,8) kiside adenoviral konjonktivit saptandu.
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Tablo 4.1. hADV pozitif 6rneklerin aylara gore dagilimi

Aylar Say1 Yiizde (%)
Subat 1 3,8

Mayis 1 3,8

Eyliil 3 11,5

Ekim 1 3,8

Kasim 6 23,1
Aralik 14 53,8
Toplam 26 100,0

Bulunan 26 pozitif hastanin klinik tanilarimi inceledigimizde; 21 hastaya (%80,7)
konjonktivit, 5 hastaya blefarit (%19,2) tanis1 konmustur.

4.1.2. Filogenetik Analiz Sonuglari

PZR pozitif bulunan 26 6rnegin 24 tanesine DNA dizi analizi yapilmis olup, 2 tanesinin
PZR iirtin zayif oldugu icin dizi analizi yapilamadi. Dizi analizi verilerinin filogenetik analizi ile
tespit edilen tipler 14 (%58,3)’tinde hADV8, 4 (%16,7)’linde hADV53, 4 (%16,7)’linde hADV4,
birinde (%4,2) hADV37 ve birinde (%4,2) hADV7 olarak belirlendi (Tablo 7). Belirlenen
tiplerin MEGA (v3.2) programinda“neighbor-joining” karsilastirma yontemi ile olusturulmus

filogenetik agac Sekil 4.2’de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Hekzogen PZR pozitif 6rneklerin DNA dizi analizi belirlenen hADV tipleri

AdV tipleri Say1 (n) Yiizde (%)
Adv tip 8 14 58,3
Adv tip 4 4 16,7
Adv tip 53 4 16,7
Adv tip 37 1 4,2
Adv tip 7 1 4,2
Toplam 24 100.0
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Sekil 4.2. 24 hasta ve 5 NCBI veritabani hADV hekzogen bolgesinin, “neighbor-joining”
karsilastirma yontemi ile olusturulmus filogenetik agag
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Orneklerin %58,3’inde saptanan hADVS, 2014-2015 yillar1 arasinda en sik Aralik
ayinda rastlanmistir. En ¢ok bulunan 6rneklerin aylara gore DNA dizi analizi sonuglar1 Tablo

4.3’de belirtilmistir.

Tablo 4.3. hADV pozitif bulunan érneklerin aylara gére DNA dizi analizi sonuglari

Aylar Say1 (n=24) hADV tipleri Toplam

Yiizde (%) hADV-D8 hADV-4 hADV-53 hADV-37 hADV-7

Arallk n 8 1 2 1 1 13

% %61,5 %7,7 %1,4 %7,7 %7,7 %100
Ekim n 1 0 0 0 0 1

% %100 %0 %0 %0 %0 %100
Eylul n 2 0 0 0 0 2

% %100 %0 %0 %0 %0 %100
Kasim n 2 2 2 0 0 6

% %33,3 %33,3 33,3% %0 %0 %100
Mayis n 0 1 0 0 0 1

% %0 %0 %0 %0 %0 %100
Subat n 1 0 0 0 0 1

% %100 %0 %0 %0 %0 %100
Toplam n 14 4 4 1 1 24

% %>58,3 %16,7 %16,7 %4,2 %4,2 %100

4.2. Tartisma

Adenoviruslar insanlarda farenjit, pndmoni, gastroenterit, hemorajik sistit ve
keratokonjonktivit gibi enfeksiyonlara neden olabilmekte olup, hastane ve askeri birlikler gibi
toplumlarda salginlardan sorumlu tutulan viruslar arasindadir [14]. Adenoviruslar 6zellikle 5
yas alti cocuklarda ve bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde hayati tehdit eden firsatel
enfeksiyonlara neden olabilmektedir [15, 16].

Konjonktivit oftalmoloji kliniklerde en sik gézlenen bir hastaliktir. Konjonktivit ile ilgisi
tanimlanmis viruslardan birisi Enterovirus genusundaki enterovirus 70 ve Koksakivirus A24’iin
bir varyanti olup, hADV’ler akut konjuntivit olgularinin 6nde gelen nedenidir [4]. Adenoviruslar,
yapilan ¢alismalarda da viral konjonktivit etkenleri arasinda ilk sirada yer almaktadir [8, 48].
Iran’da yapilan calismada, Goz Hastaliklar1 boliimiine basvuran hastalarin goz siiriintii
orneklerinde Herpes simplex virus 1 ve 2 (HSV-1 ve HSV-2), Varicella-Zoster virusu ve
Adenovirus prevalansinin konjonktivit ile iliskisi arastirllmistir ve 150 konjonktivitli hastada

hADV prevalanst %14,6 ile viral konjonktivit etkenleri arasinda ilk sirayr almistir [24].

30



Aslihan Bekci, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

Ankara’da yapilan bagska bir ¢alismada, Goz Hastaliklar1 boliimiine basvuran hastalarin goz
sliriintii 6rneklerinde Adenovirus, Koksakivirus ve Enterovirus tespit edilmesi amag¢lanmistir.
Konjonktival 6rneklerdeki ana etiyolojik ajan olarak 62 hastadan 46’s1 Adenovirus (%74,2),
bunu Enterovirus 70 (4/62, %6,4) ve Enterovirus 71 (4/62, %6,4), Kosakivirus 16 (1/62, %1.6)
ve Kosakivirus 24 (1/62, %1,6) takip etmistir [48].

Calismamizda, Eyliil 2014 - Aralik 2015 yillar1 arasinda Mersin Universitesi Saghk
Arastirma ve Uygulama Merkezi Go6z Hastaliklar1 Poliklinigine basvuran kisilerde
hekzogenini hedefleyen primerin kullanildigi PZR ile konjuktival stiriinti 6rneklerinde hADV
DNA’sinin  belirlenmesi amaclanmistir. Ulkemizde akut konjonktivitli olgularda hADV
prevalansinin ve genotip dagilimin belirlenmesine yonelik oldukca sinirli sayida calisma
bulunmaktadir. Yapilan calismalarda hADV’lerin konjonktivitli olgularindaki orani %26,5-%72
arasinda degismektedir [48-51].

Calismaya dahil edilen 60 hastanin konjonktivit stiriintii 6rneginin 26’sinda hADV DNA
tespit edilmistir ve hADV DNA prevalansi %43,3 (26/60) olarak saptanmistir. Bu oran
goruldigi gibi hADV'nin tlilkemizde goriilme siklig1 aralig1 icinde yer almaktadir. Calismamiz,
Mersin’de adenoviral konjonktivitler konusunda yapilan ilk calismadir.

Yagc1 ve ark. tarafindan Ankara’da 2003-2004 yillar1 arasinda klinik olarak viral
konjuntivit tanis1 konulan hastalarda yapilan calismada PZR ile %26,5 (9/34) oraninda hADV
pozitifligi saptandig ve filogenetik analiz ile hADV-8 (%44,4, 4/9), hADV-3 (%3,3, 3/9), hADV-4
(%11,1, 1/9) ve hADV-B (%11,1, 1/9) saptandig1 bildirilmistir [49]. Cicek ve ark. tarafindan
Izmir'de 2001 yilinda cesitli klinik érneklerin adenovirus yoniinden hizh (shell vial) hiicre
kiltirtd yontemiyle izole edildigi ve direkt immiinfloresan antikor yontemiyle tanimlandigi
calismada konjuntival siiriintii 6rneklerinde hADV PZR pozitifliginin %16,6 (7/42) oldugu
bildirilmistir. Bu ¢galismada hADV yoniinden pozitif bulunan 6rneklerin hekzogenini hedefleyen
PZR ve sonrasinda tiplendirme i¢in dizi analizi ile arastirildig1 ve 6rneklerin hepsinin hADV-8
olarak tiplendirildigi belirtilmistir [2]. Nalca-Erdin ve ark. tarafindan Izmir’de 2006-2010 yillar
arasinda yapilan bir calismada ise hADV DNA’sinin PZR ile %44 (213/488) oraninda
belirlendigi bildirilmistir. Bu ¢alismada rastgele secilen 101 6rnegin dizi analizinde hADV-8
(%66,3, 67/101) ve hADV-4 (%24,7, 25/101)’tin en dominant tip oldugu ve diger genotipler
olan hADV-3, hADV-11, hADV-19, hADV-37 ve hADV-53 (%8,9, 9/101)'iin daha az gorildigu
bildirilmistir [50]. Akcay ve ark. tarafindan Ankara’da 2013-2014 yillarinda yapilan baska bir
calismada hADV PZR pozitiflik oran1 %74,2 (46/62) olarak bildirilmis olup, genotip tespitine
yonelik bir ¢alisma yapilmadig bildirilmistir [48]. Kiraz tarafindan 2012 yilinda yapilan tez
calismasinda da konjonktival siiriinti 6rneklerinde hADV DNA’sinin PZR yontemi ile %46
(23/50) oraninda saptandigl bildirilmis olup, bu ¢alismada da tiplendirmenin yapilmadigi

gorilmiistiir [51]. Ersoy ve arkadaslan tarafindan yapilan calismada yenidogan yogun bakim
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linitesinde meydana gelen adenoviral konjonktivit salginina iliskin 14 olguya ait sekans analizi
yapilmis olup, 14 olguda da genotip hADV8 tespit edilmistir [52].

Adenoviridae ailesi 7 tiire (A-G) ve 68 genotipe ayrilmistir ve diinya ¢apinda viral
konjonktivit vakalarinin %89'undan hADV3, hADV4, hADV7, hADV8, hADV19 ve hADV37
genotipleri sorumlu tutulmustur [53].

Ulkemizde hADV-8in okuler lezyonlarda en yaygin goriilen genotip oldugu ve
dagiliminin %44,4-%100 arasinda degistigi yapilan calismalarda gosterilmistir [2, 49, 50].
Calismamizda PZR pozitif bulunan 26 6rnegin 24’iinde direkt DNA dizi analizi yapilmis olup,
2’sinin PZR {riini zayif oldugu icin dizi analizi yapilamamistir. Yaptigimiz ¢alismada da
tilkemizde yapilan diger calismalar ile uyumlu olarak %58,3 (14/24) oraninda en fazla hADV-
8’in gorildiigi saptanmistir. Bunu ise sirasiyla hADV-4 (%1,7, 4/24), hADV-53 (%16,7, 4/24),
hADV-7 (%4,2, 1/24) ve hADV-37 (%4,2, 1/24) izlemektedir.

Bircok EKC salgini toplum kdkenlidir ve kisiden kisiye solunum ve okuler sekresyonlarin
direkt temasi, parmaklarinin veya kontamine oftalmik aletlerin gozle temasi ile tasinmaktadir.
Salginlarda ozellikle yetersiz klorlanmis ylizme havuzlar1 veya kontamine oftalmoloji liniteleri
yaygin enfeksiyon kaynagi olabilmektedir [54]. Adenoviral konjonktivit bifazik bir hastalik olup,
virusun yayilmaya basladig1 enfeksiyonun baslangicindaki infektif faz1 takiben 7-10 giin sonra
baslayan inflamatuvar faz ile devam etmektedir. Hasta 2-3 haftaya kadar infeksiy6z kalmaktadir
[3].

Adenoviruslar diinya genelindeki biitiin enfeksiy6z konjonktivit olgularinin %15-
70’inden sorumlu tutuldugu belirtilmektedir [4]. Suudi Arabistan’da 2002-2007 tarihleri
arasinda yapilan ¢alismada akut viral konjuktivit siipheli olgularda PZR ile hADV DNA’sinin
%389,04 oraninda tespit edildigi ve pozitif 6rneklerin DNA dizi analizi ile en yaygin gortine tipin
%67,1 orani ile hADV-8 oldugu, érneklerin %11’inde hADV-3, %8,2’sinde hADV-37, %6,8’inde
hADV-4 saptandig1 ve diger tiplerin hADV-19 (%2,7), hADV-22 (%2,7) ile hADV-14 (%1,4)
oldugu belirtilmistir [8]. Brazilya Rio de Janerio’da 2004-2007 yillar1 arasinda PZR ile hADV
sikligini belirlemeyi amagclayan bir ¢alismada, %60 oraninda hADV pozitifliginin saptandig ve
dizi analizi ile pozitif 6rneklerin %46,7’sinde hADV-19, %15,5'inde hADV-8, %6,7’sinde hADV-
31’lin saptandif1 ve sadece birer 6rnekte saptanan diger tiplerin hADV-1, hADV-2, hADV-3,
hADV-4 ve hADV-6 oldugu belirtilmistir hADV 19, Rio de Janeiro'da bulunan baskin genotip
olarak belirtilmistir [5]. Brazilya’da 2011-2012 yillarinda yapilan baska bir ¢alismada klinik
olarak enfeksiydz konjonktivit tanisi konulan hastalarin goz siiriinti 6rmeklerinde %59
(72/122) oraninda hADV DNA’sinin saptandig1 belirtilmis olup genotip degerlendirilmesi
yapilmamistir [4].

Yunanistan’da 2012 yilinda viral konjuntivit olgularinin molekiiler epidemiyolojisinin

nested-PZR ile degerlendirildigi bir calismada hADV siklig1 %83,3 (40/48) olarak bildirilmis
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olup, yapilan DNA dizi analizi ile en fazla hADV-17 (%72,5, 29/40) goriildiigii, goriilen diger
tipin hADV5 (%12.5, 5/40) oldugu ve kalan orneklerin (%15, 6/40) de tiplendirilemedigi
bildirilmistir [54]. Cin, Pekin’de 2011-2013 yillar1 arasinda 18 hastanenin dahil edildigi akut
konjonktivit siirveyans c¢alismasinda, hekzogeni PZR1 ile %39,8 (349/876) oraninda hADV
pozitifligine rastlandig1 bildirilmistir. Tim adenoviral konjuktivit vakalarinin %81,1’inden 5
tipin sorumlu oldugu belirtilmis olup, en fazla gortlen tip %18 orani ile hADV-4 olup, bunlari
hADV-37 (%17,5), hADV-53 (%16,9), hADV-64 (%14,6) ve hADV-8 (%13,5) izlemektedir [55].
Bati Hindistan'da 2013-2014 yillarinda keratokonjonktivitli olgularda yapilan bir calismada
hADV DNA pozitifliginin %60,9 (14/23) oraninda saptandig bildirilmis olup, hADV-8’in (%78.6,
11/14) predominant genotip olarak belirlendigi, bunu hADV-37 (%7,2, 1/14), hADV-3 (%7,2,
1/14) ve hADV-4 (%7,2, 1/14)’lin izledigi belirtilmistir [56]. Kuzey Hindistan’da 2014-2015
yillar1 arasinda akut konjonktivitli hastalarda yapilan bir ¢alismada ise, hADV’lerin olgularin
%65,2 (15/23)’sinde PZR saptandig bilirtilmis olup, 7 6érnegin dizi analizi ile tiplendirildigi ve
6’sinin hADV-8, 1'inin hADV-4 olarak saptandigi bildirilmistir [57]. Kuzey Afrika, Tunus’da
2012-2013 yillar1 arasinda yapilan bir ¢calismada konjonktivitli olgularda hADV DNA’sinin %65
(156/240) oraninda gosterildigi, hADV-8’in  genotiplendirilen  6rneklerin  %87,6
(128/146)’sinda predominant genotip olarak saptandigl ve sirkiiler olan diger genotiplerin
hADV-4 (%6,8, n=10), hADV-3 (%3,5, n=5), hADV-55 (%1,3, n=2) ve hADV-37 (%0,6, n=1)
oldugu bildirilmistir [58].

Misir'da Ekim 2013-Nisan 2014 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alismada, konjonktivitli 404
hastanin 83’iinde hADV enfeksiyonu saptanmistir. Sekans dizi analiz sonuglarina gore, pozitif
bulunan 83 hastanin 24’tinde hADV-4, 19°unda hADV-19 saptanirken; hADV-8, hADV-37,
hADV-11, hADV-3 saptanma oranlar sirasiyla %8,4, %4,8, %3,6 ve %3,6 olarak tespit edilmistir
[59].

Ulkemizde yapilan kapsaml bir cahsmada hADV’lerin okuler lezyonlarda genotip ve
mevsimsel dagilim farkliliginin bulundugu, hastaligin pik yaptigi mevsimin genelde ilkbahar
aylar1 oldugu bildirilmistir [50]. Ancak bizim yaptifimiz ¢alismada Aralik ayinda toplanan
orneklerde daha fazla pozitiflik oraninin saptandig gértilmiistir.

Diger yandan Cin Pekin’de yapilan calismada adenoviral konjonktivitli olgularda, yildan
yila sirkiile olan tipin degistigi ve hADV-37, hADV-4 ve hADV-53’iin sirasiyla 2011, 2012 ve
2013 yilarinda predominant olarak goriildiigii gésterilmistir [55]. Epidemik keratokonjonktivit,
AHK ve faringokonjonktival atese farkli adenovirus genotiplerinin neden oldugu ve diinya
genelinde farkl sirkiilayon paternlerine sahip oldugu ileri striilmektedir. Epidemiyolojik
bulgular, EKC ve AHK olgularinin Asya’da kis doneminin baslangici ve bahar aylarinda genelde
sirkiile oldugu, buna karsin faringokonjonktival atesin 6zelikle Cin, Avustralya ve Amerika

Birlesik Devletler’'inde yaz aylarinda sirkiile oldugu belirtilmektedir [60]. Bu sebeple gelecekte
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konjonktivit salginlarinin izlenmesi icin global siirveyans sisteminin olusturulmasi giindeme
gelmistir. Zira ABD’de genotiplendirmeye yonelik hADV silirveyansinin amacinin, hADV
sirkiilasyon paterninin izlenmesi, olasi salginlar ile iliskili sirkiile olan tiplerin tanimlanmasi ve
dogrulanmasina yardimci olmasi ve tanisal test, terapdtik ve asilarin gelistirilmesi veya
kullanilmasina yonelik bilgi saglamasi olarak belirtilmektedir [61].

Epidemiyolojik ¢alismalar, toplumda goriilen adenovirus genotiplerinin belirlenmesi ve
salginlarin mevsimsel 6zelliklerinin saptanmas1 konusunda veri saglayarak salginlara iliskin
onlemlerin alinmasini saglamaktadir. Dlinya verilerine baktigimizda; ABD’de ve Japonya’da bazi
ulusal siirveyans programlari bulunmaktadir [17]. Rusya'da yilda 300.000'den fazla kisiye
keratokonjonktivit teshisi konmaktadir. En ciddi goz enfeksiyonu olarak adenovirus D
tiiriinden; hADV-8, hADV-19, hADV-37 yaygin olarak goriilmektedir. AdV enfeksiyonu her yas
grubundaki insanlar1 etkiler niteliktedir. Rusya’da enflamatuar g6z hastaliklar1 icin yilda
yaklasik 18 milyon kisi goz hastaliklar1 béliimiine basvurmaktadir. %80'i gecici gorme kaybi ve
%10-30 oraninda gorme kaybi ve korliige neden olan iltihapli géz hastaliklar1 boliimiine
basvurmaktadir. Salginin genis kitlelere yayilmasi, komplikasyonlarin ytiksek olasilig1 (gecici
veya kalic1 géorme kaybi) ve bir¢ok klinik sonuclar adenoviral goz hastaliginin medikal ve sosyal
onemini vurgulamaktadir. Halen, adenovirus enfeksiyonu i¢in terapilerin sinirli etkinligi,
adenovirus patojenlerine karsi secici etkinlik gosteren ilacglarin gelistirilmesine olan ihtiyaci
belirlemektedir [62].

2012 yili Kasim ve Aralik ayinda Cin’de meydana gelen EKC salgininda 451 hastanin
virusla enfekte oldugu saptanmistir. Bu salgina neden olan virusun hADV-56 ile iliskili ilk salgin
oldugu raporlanmistir [63]. Cin'de yapilan bir ¢alismada, 2016 Nisan-Kasim aylar1 arasinda
keratokonjonktivit salgini meydana gelmis ve bildirilen 197 vakadan alinan strinti
orneklerinde adenoviral konjonktivit enfeksiyonu saptanmistir. Filogenetik analizi yapilan
pozitif 6rnekler, D tiiriine ait adenovirus hADV-8, salgindan sorumlu oldugu saptanmistir [64].
Vietnam’da yapilan bir ¢alismada, 21 konjonktival siiriinti o6rneginin 14’linde hADV
enfeksiyonu saptanmistir. Elde edilen AdV DNA dizilerinin tiplendirilmesinde 11 6rnek (%78,6)
hADV-8, 2 6rnek (%14,3) hADV-3 ve 1 6rnek (%7,1) hADV-37 olarak saptanmistir [65].

Solunum yolu etkeni olan viruslarin semptomlari oldukc¢a benzerdir. Antiviral tedavi
gereksinimi olan risk grubu hastalarda tedavinin yonlendirilmesi, gereksiz antibiyotik
kullaniminin o6nlenmesi ve as1 uygulamasi olan viruslarin koruyucu antikor gelistirip
gelistirmediklerinin belirlenmesi gibi nedenlerle viral taniya gerek duyulmustur [16].
Adenoviral konjonktivit tanisi genellikle semptom ve klinik bulgulara dayanilarak yapilir [9].
Giintimiizde bir¢ok viroloji laboratuvarinda enfeksiyonun dogrulanmasi amaciyla hiicre kiiltiirti
yontemleri ve molekiiler yontemler uygulanmaktadir. Giiniimiizde viruslarin tanisinda bir¢ok

mikrobiyoloji laboratuvarinda kantitatif sonu¢ veren real-time PZR yontemi yaygin olarak
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kullanilmaktadir [15]. Bu yontem hizli sonuc¢ verdigi ve diisik miktarda da olsa genetik
materyali tespit edebildigi icin erken dénemde tedavi ve korunma onlemlerinin alinmasi
acisindan 6nemini korumaktadir. Ornekteki viral yiik miktar1 kiiltiir ile tespit edilemeyecek
kadar diisiikse veya virus non-enfeksiyoz oOzellikteyse viral genomun amplifikasyonu ve
belirlenmesi yliksek duyarlilik saglamaktadir [8]. Calismamizda hADV genotiplerin belirlenmesi

icin kullandigimiz direkt DNA dizi analizi, oldukga etkili, dogru ve hizl bir yontemdir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamiz, Mersin ilindeki adenoviral goz enfeksiyonlari ile ilgili olarak yapilmis olan
ilk calismadir.

Eylil 2014 - Aralik 2015 yillarina ait 60 hastanin incelendigi calismada adenoviral
konjonktivitin prevalansit hekzogeni PZR’1 ile %43,3 olarak belirlenmistir. hADV DNA pozitif
orneklerin DNA dizi analiz sonucunda hADV-8'in %58,3 orani ile en baskin genotip oldugu
saptanmisir. Saptanan diger genotipler ise hADV-4 (%16,7), hADV-53 (%16,7), hADV-7 (%4,2),
hADV-37 (%4,2) olarak belirlenmistir. Calisma populasyonunda tespit edilen bu oran diinyanin
diger bolgelerinde bildirilen prevalans oranina benzerdir.

Calismada genotiplerin belirlenmesi icin kullanilan direkt DNA dizi analizi, oldukca
etkili, dogru ve hizli bir yontemdir.

Ulkemizde okuler lezyonlara neden olan hADV’lerin major tiplerini ortaya koymayi
amaglayan daha ileri baska ¢alismalara ihtiyac vardir.

Yaptigimiz calisma hADV genotiplerinin molekiler epidemiyolojine biiyiik katkida

bulunacaktir ve ulusal epidemiyolojik verinin birikmesi acisindan son derece 6nemlidir.
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